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Povzetek 
            Tuberkuloza je kronična nalezljiva bolezen. Povzroča jo bakterija Mycobacterium 
tuberculosis. S tuberkulozo, večinoma z latentno obliko, je okuženega približno ¼ 
svetovnega prebivalstva od katerih je letno 10 milijonov novih primerov. Težava je  
predvsem v  bakterijski rezistenci, kar vodi do velikega zdravstvenega problema. Izoniazid 
je učinkovina 1. izbora pri tuberkulozi, ki ima v visokih koncentracijah baktericidno 
delovanje. Učinkuje tako, da zavira biosintezo encima 2-trans-enoil ACP reduktaze (InhA), 
in s tem prepreči sintezo mikolnih kislin v bakterijski celični steni ter smrt bakterij. 
Odpornost sevov M. tuberculosis izhaja iz  mutacije gena katG, ki pretvori izoniazid v 
aktivno učinkovino. V magistrski nalogi smo s HPLC sistemom opremljenim s kolono s 
kiralnim selektorjem razvili metodo za kiralno ločbo racematov izbranih zaviralcev InhA. 
Encimi kot tarče učinkovin imajo sposobnost kiralnega prepoznavanja. S pomočjo kiralne 
kromatografije smo želeli ločiti zmes racematov izbranih zaviralcev InhA (v našem primeru 
spojine PZZ-24  in PAS-17) z namenom pridobitve optično čistih enantiomerov. Ti imajo 
namreč pogosto različne biološke učinke, zato pa je smiselno posamezna enantiomera ločiti 
in testirati vsakega posebej.  
        Metodo smo naprej razvijali na analitski koloni s tehniko normalnofazne 
kromatografije in z uporabo mobilnih faz, sestavljenih iz zmesi različnih topil. Rezultate 
smo ovrednotili in izbrali metodo z najbolj ustrezno ločbo. To smo prenesli na semi-
preparativno kolono, kjer smo jo nadalje optimizirali. Spojine PZZ-24 nismo uspeli ločiti, 
ločba se je sicer nakazovala, a nismo uspeli ločiti vrhov na bazni liniji, kljub uporabi 
različnih kombinacij mobilnih faz. Nasprotno smo spojino PAS-17 uspeli zadovoljivo ločiti 
na analitski kakor tudi na semi-preparativni koloni. Na koncu smo zbrali frakcije s 
posameznim enantiomerom in jih uparili ter raztopili v DMSO. S pomočjo reverznofazne 
kromatografije smo pripravili umeritveno krivuljo standardom spojine PAS-17 in nato 
določili koncentracijo spojine PAS-17 v DMSO raztopini. S tehtanjem izoliranih 
enantiomerov bi zaradi malih mas (okoli 4 mg) namreč naredili večjo napako. Zaradi male 
količine izoliranega enantiomera meritev optične sučnosti nismo izvedli. Smo pa izračunali 
enantiomerni presežek izoliranim frakcijam posameznega enantiomera. 
Ključne besede: tuberkuloza, kiralna ločba, racemat, enantiomer  
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Abstract 
Tuberculosis is a chronic infectious disease. It is caused by Mycobacterium 
tuberculosis. It is estimated that one quarter of the world's population is infected with 
tuberculosis (mostly in latent form), with 10 million new cases annually. The problem is 
mainly in bacterial resistance, which leads to a major health problem. Isoniazid is the active 
substance of the first choice for the treatment of tuberculosis infection and has bactericidal 
activity in high concentrations. It is effective in inhibiting the biosynthesis of 2-trans-enoyl 
ACP reductase enzyme (InhA), thereby preventing the synthesis of mycolic acids, a key 
component of the bacterial cell wall. The resistance of M. tuberculosis strains towards 
isoniazid derives from the mutation of the katG gene, which converts isoniazid into the active 
form. In the master's thesis we developed a method for the chiral separation of racemates of 
selected InhA inhibitors using HPLC system equipped with a column with chiral selector. 
Enzymes are able to distinguish between enantiomers, therefore identification of more active 
enantiomer or eutomer is important for drug development. By chiral chromatography, we 
wanted to separate the mixture of enantiomers of certain InhA inhibitors (in our case 
compounds PZZ-24 and PAS-17) so the inhibitory optically pure enantiomers could be 
tested. Namely, the chiral active enantiomers often have different biological effects, 
therefore it is desirable to detect the affinity, efficacy, purity of each enantiomer separately. 
The method was first developed on the analytical column, we used normal phase 
chromatography and tested several mobile phases. We evaluated the results and selected the 
method with the most appropriate separation and transferred it to the semi-preparative 
column where we further optimized it. Separation of compound PZZ-24 was found to be 
inadequate and we therefore concentrated on compound PAS-17 where separation was 
excellent. Finally, the best method was transferred from analytical to semi-preparative 
column and optimized again. Following optimization we started collecting resolved signals 
and evaporated the mobile phase of collected fractions. We further conducted analysis of 
each enantiomer - we determined the enantiomeric excess, however we were not able to 
determine optical rotation, because of too small quantities of separated enantiomers. 
Collected samples were dissolved in DMSO, this solutions served for determination of IC50 
values. We determined the exact concentrations of each enantiomer in DMSO solutions with 
reverse phase chromatography. Weighing of isolated enantiomer would produce much 
greater error.    
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Okrajšave 
ACN acetonitril 
EtOH etanol 
AUC površina pod krivuljo (area under the curve) 
DMSO dimetilsulfoksid 
Hex heksan 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
InhA izonikotinilhidrazid NADH-odvisna trans-2-enoil-ACP reduktaza 
i-Pr izopropanol 
IC50 inhibitorna koncentracija, določa koliko ZU zadostuje za doseganje 50% 
deleža inhibitornega učinka  
MCD molska masa, izračunana s programom ChemDraw 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
Rs resolucija 
SF stacionarna faza 
tR retencijski čas 
UHPLC tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija 
ZU zdravilna učinkovina  
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1. Uvod 
1.1  Tuberkuloza 
Tuberkuloza (jetika, sušica) je nalezljiva bolezen ki spremlja človeštvo že iz obdobja 
paleolitika. Povzroča jo bakterija tuberkuloze ali točneje povedano bakterije Mycobacterium 
tuberculosis. Okužba se prenaša s kužnim aerosolom. Bolezen v prvi vrsti prizadene pljuča, 
med zunajpljučne primere pa obravnavamo bezgavke in plevro. Zadnja desetletja je najbolj 
pogosta nalezljiva bolezen v svetu in še vedno sodi med deset najpogostejših vzrokov za 
smrt, kljub pričakovanjem ob odkritju novih protituberkuloznih zdravil in večje 
zaskrbljenosti WHO-ja. Ocenjuje se da je z bacili okužena četrtina svetovnega prebivalstva. 
Pomemben zdravstveni problem izhaja iz podatka, da sodi med tri najbolj nalezljive bolezni 
v svetu ki povzročajo travmatično in bolečo smrt (1), (2). 
Leta 2017 je bilo v svetu ugotovljeno 10 milijonov primerov bolezni, od tega 0,9 
milijonov primerov ljudi s sočasno okužbo z virusom HIV. Tega leta je od posledic 
tuberkuloze umrlo 1,6 milijonov ljudi, med tem pa 300 tisoč sočasno okuženih z virusom 
HIV. V večini primerov bolezen prizadene dežele tretjega sveta, mesta z veliko 
koncentracijo ljudi, med katere sodijo imunsko oslabeli pacienti, ki se zdravijo za HIV ali 
pa so zdravljeni z imunosupresivi. V Sloveniji latentna incidenca tuberkuloze z leti upada 
med tem pa se stopnjuje pojavljanje rezistentne oblike tuberkuloze. Na območju Slovenije 
je do šestdesetih let 20. stoletja predstavljala širši družbeni problem in so jo tudi poimenovali 
kot ljudsko, delavsko in kmečko bolezen. Leta 2017. je ocenjena pojavnost tuberkuloze v 
5,4 primerov bolezni /100.000 prebivalcev. Čeprav je pri nas tuberkuloza redka bolezen, 
zdravstveni delavci izvajajo stalen nadzor v okviru Nacionalnega programa za tuberkulozo. 
Vloga zdravstvene vzgoje pri tej bolezni je neprecenljiva. Seveda pa uspešnega zdravljenja 
ni, če pacient pri tem ne sodeluje. Zdravljenje pri tej bolezni mora biti neposredno 
nadzorovano, dolgotrajno in pa tudi kombinirano z več protituberkuloznimi zdravili (3). 
Latentna oblika bolezni zajema obdobje, ko lastni imunski sistem deluje zaviralno na 
razmnoževanje bakterij in s tem prepreči okužbo. Prav tako se bolezen prvič pojavi po parih 
letih, medtem ko osebe kot prenašalci bolezni predstavljajo nevarnost, ker lahko okužijo 
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druge s kihanjem, slino, kašljem itn. Zdravljenje poteka s kombinacijo zdravil in po 
smernicah za zdravljenje tuberkuloze (1).  
DOTS (directly observed treatment – direktna nadzorovana terapija) upošteva 
zdravljenje z zdravilnimi učinkovinami: izoniazid, rifampicin, pirazinamid, etambutol 2 
meseca, od takrat naprej izoniazid in rifampicin 4 mesece. Razvoj različnih, na več zdravil 
odpornih sevov nastane predvsem zaradi neupoštevanja 6-mesečnih kemoterapevtskih 
režimov z več zdravili, kljub smernicam WHO-ja o uporabi direktne terapije in 
kratkotrajnega zdravljenja. Doslej so odkrite rezistentne oblike MDR-TB (multidrug-
resistant tuberculosis – odpornost na izoniazid in rifampicin) ali XDR-TB (extensively drug-
resistant tuberculosis – odpornost na še preostale fluorokinolone), ki so največkrat posledica 
prenosa in kontakta med pacienti (4). 
 1.1.1 Mikolne kisline 
Mikolne kisline so dolgoverižne maščobne kisline in predstavljajo elementarni del 
celične stene mikobakterij. Z zaviranjem sinteze mikolnih kislin dosežemo baktericidno 
delovanje pri hitrorastočih mikobakterijah oz baktriostatično delovanje pri počasi rastočih. 
Karakteristične so predvsem za mikobakterije, poleg tega jih sesalske celice ne vsebujejo. 
InhA ali izonikotinilhidrazid NADH-odvisna trans-2-enoil-ACP reduktaza je encim, 
potreben za sintezo mikolnih kislin, ki katalizira zadnjo stopnjo podaljševanja verig 
maščobnih kislin. Sinteza mikolnih kislin se začne z encimom FAS-I s pomočjo katerega se 
izdelajo začetne verige maščobnih kislin. Sinteza se nadaljuje  v FAS-II sistemu (FAS: fatty 
acid synthase – sinteza maščobnih kislin), kjer  se izhodne verige, kot je meromikolatna, 
podaljšujejo in spreminjajo. Na ta način encimska sistema FAS-I in FAS-II pripravita 
prekurzorske molekule za končno sintezo mikolnih kislin. Z reakcijo Claisenove 
kondenzacije se prekurzorji povežejo skupaj s karboksiacil-CoA in s tem nastane značilna 
struktura mikolnih kislin. Kot je prikazano na sliki 1. InhA sodeluje v sistemu FAS-II kot 
reduktaza, ki reducira trans-enoil-ACP do acil-ACP, pri tem pa kot kofaktor uporablja 
NADH (5, 10).  
3 
 
 
Slika 1:Shematski prikaz sinteze mikolnih kislin (povzeto po 10) 
1.1.2  Zaviralci InhA 
Pričetek zdravljenja tuberkuloze s kemoterapijo pripisujemo odkritju nikotinamida 
(komponenta niacina) ki je deloval zaviralno na tuberkulozne lezije in progresivno upočasnil 
bolezen. Posledično z določitvijo strukture niacina dve farmacevtski podjetji (v ZDA 
strokovnjaki iz Hoffmann-La Roche in Squibb ter v Nemčiji Bayer) leta 1951 praktično 
sočasno odkrijeta, da ima izonikotinilhidrazid (poimenovan izoniazid) zaviralno delovanje 
na M. tuberulosis. Izonikotinilhidrazid je bil sintetiziran že leta 1912, šele 40 let kasneje pa 
nemški bakteriolog Domagk poroča o tuberkulostatični aktivnosti. Zanimivo je tudi dejstvo, 
da je bila to prva zdravilna učinkovina odkrita v zgodovini, ki ima še do dan danes specifično 
in vitro in in vivo baktericidno aktivnost proti mikobakterijam. Izoniazid je zdravilo 1. izbora 
za zdravljenje tuberkuloze skupaj s ostalimi kasneje odkritimi kemoterapevtiki 
etionamidom, pirazinamidom, etambutolom, cikloserinom ter rifampicinom. Edinstveni 
problem pa predstavlja rezistenca, ki jo razvijejo mikobakterije (6). 
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Izonazid je predzdravilo ki vstopa v celico M. tuberculosis s pasivno difuzijo. Za 
aktivacijo potrebuje encim KatG (deluje kot katalaza in peroksidaza) s katerim posledično 
nastanejo radikali, ki reagirajo s komponentami M. tuberculosis. Poleg tega se 
izonikotinoacilni radikal poveže s kofaktorjem NAD+ v močan zaviralec InhA (INH-NAD- 
glej sliko 2). Tako je preprečena redukcija maščobnih kislin v sistemu FAS II, posledično 
tudi sinteza mikolnih kislin (7).  
 
Slika 2 : Aktivna oblika izoniazida s kofaktorjem NAD+ (povzeto po 4) 
1.2  Kromatografija 
Ruski biokemik in botanik Mihail Semenovič Cvet je leta 1906. prvič razvil metodo 
za ločevanje rastlinskih pigmentov z uporabo kolon napolnjenih s CaCO3. Uspelo mu je 
ločiti več barvnih pasov, ko je po dodatku rastlinskega ekstrakta izpiral kolono z organskim 
topilom. Kromatografija se je potem začela uporabljati na področju farmacije, medicine, 
biokemije itn. Kromatografija je metoda, ki vključuje različne postopke separacije in/ali 
določitve kemijskih analitov (od najmanjših plinskih molekul do bioloških makromolekul). 
Kromatografski sitem je sestavljen iz mobilne faze, stacionarne faze in zmesi raztopljene v 
mobilni fazi. Ločitev je posledica razlik v hitrosti potovanja posameznih komponent skozi 
kromatografsko kolono pod vplivom MF (plin, tekočina) zaradi retencije komponent na SF 
(trdna površina ali nemobilna tekočina). Molekule, ki dosežejo močnejše interakcije z 
mobilno fazo, hitreje potujejo in se eluirajo prej iz sistema. Nasprotno molekule, ki imajo 
močnejše interakcije s stacionarno fazo, dalj časa potujejo in se kasneje eluirajo. (11), (12). 
Kromatografske tehnike lahko razdelimo glede na fizikalno-kemijski proces, ki omogoča 
ločevanje spojin: 
o Adsorpcijska (molekule se iz raztopine adsorbirajo na SF), 
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o Porazdelitvena (molekule se porazdelijo med mobilno in stacionarno fazo – obe fazi 
sta tekoči, vendar se ne mešata med seboj), 
o Gelska ali izključitvena filtracija (ločuje molekule glede na velikost), 
o Ionsko-izmenjevalna (SF z nabojem interagira z nabitimi molekulami analita v 
MF), 
o Afinitetna (določene molekule se specifično vežejo na neko drugo spojino, ki je 
vezana na SF) (11), (15). 
Poznamo 4 možna agregatna stanja v kombinaciji stacionarne in mobilne faze: tekoče-
tekoče, tekoče-plinsko, trdno-tekoče, trdno-plinsko. Najbolj pogosto metode delimo na 
plinsko kromatografijo in na tekočinsko kromatografijo, obstaja pa še superkritična-
tekočinska kromatografija. Lahko jih izvajamo na stolpcu SF (kolonska kromatografija), na 
aktivnih površinah (kapilarna kromatografija) ali pa na tankih plasteh SF (planarna 
kromatografija) (12). 
Najbolj osnovna oblika tekočinske kromatografije je klasična kolonska 
kromatografija: na stekleno kolono nanesemo trdno SF(običajno silikagel), na vrh nanesemo 
vzorec, ki ga ločujemo, potem pa z mobilno fazo spiramo kolono (mobilna faza potuje zaradi 
gravitacije ali zunanjega nadtlaka) in zbiramo posamezne frakcije različnih molekul, ki se 
eluirajo z mobilno fazo ob različnih časih ter potem analiziramo posamezne frakcije. HPLC 
je novejša, optimizirana različica kolonske kromatografije, kjer uporabljamo visokotlačno 
črpalko, kolone so večinoma polnjene z majhnimi delci detektor pa sproti izrisuje 
kromatogram (11), (13). 
Pri kromatografiji uporabljamo osnovne pojme s katerimi se srečujemo v vsakdanji 
analizi in nadzoru zdravil (Slika 3). Najbolj uporabljeni so : 
 
Slika 3: Kromatogram z označenimi pojmi (povzeto po 11) 
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o kromatogram – grafična predstavitev odziva detektorja. 
o bazna linija – del kromatograma, kjer detektor zazna odziv in prisotnost  MF.  
o retencijski čas [𝒕𝒓] – čas od injiciranja vzorca na kolono do zaznave odziva 
detektorja; specifičen za posamezne ZU.   
o mrtvi čas [𝒕𝒐] – čas potreben za prehod MF od injektorja do detektorja. 
o retencijski volumen [𝑽𝒓] – volumen MF, ki je prešel SF od injektorja do detektorja 
skozi kromatografsko kolono. 
o Hold up Volume[𝑽𝒐]- volumen MF potreben za elucijo neretentirane komponente, 
volumen MF v koloni. 
o višina kromatografskega vrha [h] – razdalja med maksimumom kromatografskega 
vrha in bazno linijo. 
o širina kromatografskega vrha pri bazni liniji [w] – razdalja (čas) pri katerih 
tangenti kromatografskega vrha sekata bazno linijo, obstajata še širina pri polovični 
višini [𝒘𝒉] in širina v točki prevoja [𝒘𝒊] (13), (14). 
Van Deemterjeva enačba  
H = 𝑨 +
𝑩
𝒖
+ C𝒖  
 
H – višina teoretskega poda ali platoja, u - hitrost MF, A - naključna difuzija med delci SF, 
B - difuzijski koeficient v MF, C - masni upor v SF 
Predstavlja enačbo, ki omogoča določitev optimalne hitrosti MF s pomočjo 
eksperimentalnih parametrov in z upoštevanjem fizikalnih, kinetičnih ter termodinamičnih 
lastnostih ločevanja. Koeficient A določa način polnjenja in geometrijo kolone, pri tem ima 
vpliv velikost delcev polnila. Koeficient B opisuje difuzijo določenih molekul v MF, na 
katero vplivamo s pretokom MF. Koeficient C določa masni prenos med fazami. Z uporabo 
manjšega pretoka in manj viskoznih SF lahko vplivamo na zmanjševanje koeficienta C, 
posledično z večjim pretokom zmanjšamo difuzijo v kromatografski koloni. H parameter 
izhaja iz 
𝐿
𝑁
 kjer je N učinkovitost kolone in L dolžina kromatografske kolone. Iz enačbe sledi 
trditev da čim manjši je H (višina poda), bolj učinkovita je kolona (16). 
Kromatografski parametri za lažjo analitiko spojin in kvantitativno določevanje 
identificiranih spojin: 
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Faktor simetrije [𝑨𝒔] uporabljamo za določevanje stopnje simetričnosti kromatografskega 
vrha. Srečujemo se s pojavom »tailing« kadar je prednji del kromatografskega vrha bolj strm 
(𝑨𝒔 > 1) in »fronting« kadar je prednji del manj strm kot zadnji (𝑨𝒔 < 1). V primeru vrednosti 
𝑨𝒔 = 1 imamo popolnoma simetričen kromatografski vrh. 
Sprejemljive vrednosti so 0,8 <𝐴𝑠<1,5.         𝐴𝑠 = 
𝑤0,05
2𝑑
       
 
Resolucija (ločljivost) [𝑹𝒔] je definirana kot razmerje med retencijskima časoma dveh 
substanc in njuno povprečno širino vrhov. Je najbolj pogosto uporabljan parameter, s katerim 
opišemo stopnjo ločbe komponent. Idealne vrednosti so večje od 1,5. 
Na ločljivost vplivajo retencijski faktor, selektivnost in število teoretskih podov.    𝑅𝑠 = 
2(𝑡2−𝑡1)
𝑤2+𝑤1
 
 
Selektivnost [α] predstavlja razmerje kapacitivnih retencijskih faktorjev dveh substanc in nam 
pove, kako dobro lahko kolona loči substanci s podano MF. 
Nanjo vplivajo lastnosti SF, temperatura kolone in sestava MF (pH).     𝛼 =  
𝑘2
𝑘1
 
Število teoretskih podov [N] je merilo učinkovitosti kolone. Izračunamo jo z merjenjem 
retencijskega časa in širine vrha na bazni liniji ( w ) oziroma širine kromatografskega vrha na 
polovični višini vrha (𝒘𝒉). 
 N = 16(
𝑡𝑟
𝑤
)2 = 5,54(
𝑡𝑟
𝑤ℎ
)2 
 
Retencijski faktor/kapacitivnostni faktor (k) – razmerje med količino spojin v SF glede na 
količino v MF. Kadar je k < 1 se spojine prehitro eluirajo, v primeru, da je k >20 so retencijski 
časi predolgi. 
Vplivamo s kemizmom SF, temperaturo kolone in sestavo MF.  
Sprejemljive vrednosti so v območju 2 < k < 10 (14), (17) .       𝑘 =
𝑡𝑟− 𝑡𝑚
𝑡𝑚
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1.2.1 HPLC 
Tekočinski kromatograf visoke ločljivosti (HPLC) je aparatura s principom 
ločevanja kot pri navadni kolonski kromatografiji, le da v tem primeru MF pošiljamo skozi 
kovinsko kolono pod določenim pritiskom, ki navadno ne preseže 400 barov, pri čemer so 
pretoki do 10 ml/min. Odkrita je bila leta 1960 z namenom separacije spojin, ki jih ni možno 
upariti kakor tudi zaradi iskanja večje učinkovitosti kolon z majhnimi delci. V primeru, da 
so delci SF manjši, je ločitev hitrejša in boljša. Prednost je ponovljivost, občutljivost, hitrost 
in velika ločljivost. Metoda je uporabna za kvalitativno kot tudi kvantitativno analizo 
vzorcev. Zaradi visoke učinkovitosti in možnosti avtomatizacije so možnosti uporabe zelo 
široke (11), (13). 
Tipičen HPLC instrument je sestavljen iz različnih topil, injektorja s šestkotnim 
ventilom, jeklene kolone, črpalke, detektorja in računalnika za obdelavo podatkov. Pri več 
različnih meritvah lahko zamenjamo kolono, topilo, detektorje in pri tem lahko še vedno 
spreminjamo parametre, metode in nastavitve. Ločimo polarne in nepolarne MF ki kot topilo 
vplivajo na retencijski faktor in selektivnost. SF je vezana na nosilec in je največkrat amorfna 
oblika silicijevega dioksida, ki zdrži zelo visoke pritiske (slika 5) (12), (18). 
 
Slika 4: HPLC sistem (povzeto po 12) 
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HPLC razdelimo v štiri različne tipe : 
o Izključitveni HPLC: kot SF (polistiren-divinilbenzen, porozen SiO2) uporabljamo 
material s točno določeno velikostjo por ter ločujemo na podlagi velikosti molekul. 
o Normalnofazni HPLC: ločevanje temelji na adsorpciji/desorpciji analita na polarno 
SF; nepolarna MF je lahko heksan, kloroform, dietil eter, itd. v različnih razmerjih 
in z dodanimi manjšimi odstotki drugih topil; ločujemo lahko polarne spojine in 
izomere. 
o Reverznofazni HPLC: uporabljata se nepolarna (hidrofobna) SF in polarna mobilna 
faza kot je voda, kateri dodamo delež organskega modifikatorja, največkrat MeOH, 
ACN, tetrahidrofuran itd. V primeru, kadar so na silikagel pripete oktadecilne verige 
(C18) poteka ločba na podlagi hidrofobnih interakcij. V primeru drugih tipov 
stacionarnih faz se lahko tvorijo tudi vrste  drugih interakcij. Primerna je za ločevanje 
majhnih molekul. 
o Ionsko-izmenjevalni HPLC: kot SF se uporablja pozitivno ali negativno nabite 
ionske skupine vezane na trdne nosilce; nabite spojine ločujemo na podlagi ionskih 
interakcijah analita z ionskimi skupinami na SF in protiioni v MF. Uporabna je za 
ločevanje proteinov, anorganskih ionov in amino kislin (18). 
1.2.2 Gradientna ločba 
V magistrski nalogi bo večina kromatogramov narejenih z izokratsko elucijo, kjer je 
razmerje topil MF med analizo konstantno in je s tem tudi konstantna elucijska moč MF. 
Izokratska metoda omogoča optimalno ločitev pri kiralni kromatografiji. Pri gradientni ločbi 
se sestava MF spreminja s časom; topila se mešajo časovno, ob tem pa se povečuje delež 
topila z večjo elucijsko močjo. Razmerje med močnim in šibkim topilom v MF se med 
analizo s časom spreminja po vnaprej določenem programu. Naklon gradienta je analogen 
moči MF pri izokratski eluciji. Namen je optimizacija ločljivosti ob minimalnem času 
analize saj takšna elucija zoži vrhove, ki se pozno eluirajo in s tem izboljša njihovo detekcijo 
(11) . 
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1.3 Kiralnost 
O enantioselektivnosti se pogovarjamo od leta 1858, ko je Louis Pasteur odkril da 
mikroorganizmi bolj presnavljajo (+) amonijev tartrat kot pa (-) in je tako ločil enantiomera 
v obliki kristala s pomočjo povečevalnega stekla. Po letu 1980 se je začel intenziven razvoj 
analitike kiralnih spojin. S tem smo se začeli bolje zavedati kako veliko vlogo ima kiralnost 
v bioloških sistemih. Pred tem časom je bila običajna uporaba racematov, noben se pa ni 
zavedal kakšne razlike obstajajo med enantiomeri glede na toksikologijo, metabolizem in 
samo farmakokinetiko. Od leta 1997 je EMA (European medicinal agency) objavila navodila 
in smernice pri kiralnem načrtovanju zdravilnih učinkovin (25), (27). 
Kiralnost je lastnost, da se molekula in njena zrcalna slika razlikujeta. Kiralnost lahko 
tudi odloča o neželenih učinkih, farmakodinamskih in farmakokinetičnih lastnostih 
molekule. Kiralna molekula ima stereogeno enoto - to je en element v molekuli, ki ima 
stereogeni center, stereogeno os ali stereogeno ravnino. Želja je, da so kiralne spojine poceni 
in lahko dostopne pri čemer zahtevamo visoko enantiomerno čistoto in sposobnost 
učinkovite stereokontrole. Spojine, ki jih ne moremo poravnati z njihovo zrcalno sliko, 
oziroma, ki niso popolnoma identične svojim zrcalnim slikam, imenujemo kiralne spojine. 
Izomerne pare spojin, ki so si med seboj zrcalne slike imenujemo enantiomeri (slika 5). 
Enantiomera ne moremo z enostavnim obračanjem v prostoru "pretvoriti" v drug enantiomer 
(ki je zrcalna slika prvega) (19), (22). 
                         
Slika 5: Primer kiralnosti v okolju; par rok 
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Pri kemijski sintezi, kjer se tvori nov stereogeni center, večinoma izoliramo 
racemate, razen v primeru stereoselektivne sinteze. Slednji so ekvimolarna mešanica 
enantiomerov. Značilnost kiralnih spojin je, da pri prehodu polarizirane svetlobe skozi to 
spojino ali njeno raztopino pride do zasuka ravnine polarizirane svetlobe (19). 
Takšne spojine obravnavamo kot optično aktivne. Seveda pa kiralne spojine niso 
vedno optično aktivne: če sta oba enantiomera zastopana v razmerju 1:1, potem je takšna 
racemna zmes optično neaktivna. Enantiomeri imajo torej enake kemijske in fizikalne 
lastnosti, razlikujejo se le po predznaku kota zasuka ravnine polarizirane svetlobe (19).  
V zvezi s tem je potrebno definirati eudizmično razmerje ki govori o razmerju med 
eutomerom in distomerom. Eutomer je pri tem biološko bolj aktiven izomer, distomer pa 
manj. Ariens je razlagal teorijo, da če imamo terapevtsko neaktiven izomer v racematu, se 
naj bi ta smatral kot nečistota, posledično se tisti izomeri, ki ne prispevajo k želeni aktivnosti 
smatrajo kot neželeni produkti oz. »izomerni balast«. Temu v prid je definirano tudi 
Pfeifferjevo pravilo oziroma korelacija, ki določa razmerje učinkovitosti enantiomerov – 
manjši kot je efektivni odmerek racemne ZU, večja je razlika v farmakološki učinkovitosti 
izomerov. Manjši odmerek najdemo pri lokalnih anestetikih, večjo pri sartanih in ACE 
inhibitorjih. Za enantiomere se odločimo, če je eudizmično razmerje visoko, nizek 
terapevtski indeks, distomer je toksičen, in vivo ni kiralne inverzije in je ekonomsko 
izvedljiva priprava. V farmacevtski industriji se še vedno v veliki večini uporabljajo racemati 
učinkovin, vendar pa je vse večji trend po pripravi optično čistih izomerov ravno zaradi prej 
omenjenih različnih lastnosti obeh enantiomerov. Priprava enantiomerno čistih učinkovin 
predstavlja višje stroške in cene. Pri patentiranju enantiomerov je pomembno pravilo 
izbornega izuma (selection invention rule), ki določa, da če nekdo zaščititi nek razred spojin, 
lahko še vedno drug patentira kiralno spojina, če dokaže, da ima posebne lastnosti (kiralne), 
ki jih druga ne vsebuje (20), (21), (25). 
Metode pridobivanja enantiomerov so : 
o Ločitev racematov z resolucijo in tvorbo diastereizomernih soli (kristalizacija) 
o Stereoselektivna sinteza (kiralni katalizatorji, encimi); pomoč »chiral pool« (bazen 
kiralnih spojin kot npr. sladkorji in aminokisline) 
o Sinteza iz naravnih prekurzorjev (prokiralni reagenti) (28). 
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Kiralnost določa biološki učinek spojine ali prostorsko razporeditev farmakoforov. 
Enantiomerni kiralni učinkovini imata pogosto različne biološke učinke. Receptorji v naših 
telesih so kiralni; zato imajo sposobnost kiralnega in molekulskega prepoznavanja (chira 
distinction). Trodimenzionalno strukturo biološke tarče se običajno določi z metodo 
rentgenske difrakcije. Tarče so različni encimi, proteini, protitelesa, receptorji. Easom 
Stedmanov model pravi da ZU izrazi svoj maksimalni fiziološki učinek če se veže na 
receptor v pravi konformaciji. Energija vezave je pri treh stičnih točkah vedno večja (19), 
(21), (30). 
                    
Slika 6: Easson-Stedmanov model vezave preko treh mest 
Ko enkrat poznamo strukturo tarče oziroma aktivnega mesta na tarči, je potrebno natančno 
definirati atomske lastnosti aktivnega mesta ter kasneje tudi liganda, s čimer lahko s pomočjo 
molekulskega modeliranja zagotovimo najboljše prileganje med tema dvema. Pomembna so 
hidrofobna mesta v tarči, akceptorji in donorji vodikovih vezi ter vsa mesta, ki tvorijo ostale 
polarne interakcije (30). 
Poznamo tri modele prepoznave kiralne učinkovine glede na proteinski receptor (glej sliko 
7- oznake a, b, c)  : 
a) Tarčni protein veže samo enega izmed enantiomerov iz racemne mešanice 
b) Vsak posamezni enantiomer iz racemne mešanice se veže v različne žepe 
prepoznavnega mesta za ligand  
c) Žep v ligandnem prepoznavnem mestu lahko hkrati sprejme oba enantiomera (30). 
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Slika 7: Modeli prepoznavanje in vezave enantiomerov (povzeto po 30) 
V literaturi poznamo veliko primerov ko imata enantiomera kiralne učinkovine 
različno farmakodinamsko delovanje, vsakega izmed njih pa uporabljamo v vsakodnevni 
terapiji. Primer je učinkovina levorfanol ki je v (-) obliki močan analgetik v obliki (+) pa 
antitusik (slika 8) (19). 
                 
Slika 8: Levorfanol kot različen stereoizomer z ugodnim farmakodinamskim delovanjem 
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1.3.1 Kiralna kromatografija 
Stereoizomere po sintezi lahko ločimo s kiralno kromatografijo. Kasneje lahko vzorec 
uporabimo kot standard, kar je pa neekonomično. Za ločevanje enantiomerov uporabljamo 
kolono s SF, ki ima dodan enantiomer optično aktivne snovi, ki ga imenujemo kiralni 
selektor. Racemno zmes ločimo na enantiomere zato, ker ima posamezni enantiomer 
različno močne interakcije s kiralnim selektorjem, kar pa vpliva na retencijski čas. (24) V 
začetku osemdesetih let prejšnjega stoletja so uspešno nanesli polisaharide na silikagel, ki je 
služil kot nosilec kiralne faze. Te stacionarne faze veljajo za najuspešnejše pri ločevanju 
enantiomerov, tako za analitske kot tudi za preparativne namene. Najpomembnejši fazi tega 
tipa sta tris-(3,5-dimetilfenil)karbamoil celuloza ali amiloza. Zadnje odkritje so kiralne SF z 
imobiliziranimi polisaharidi. Te faze so, v primerjavi z obloženimi, bolj stabilne, možna je 
uporaba širše palete organskih topil in ostrejših kromatografskih pogojev. Danes so te kiralne 
faze dobavljive že z velikostjo delcev 3 μm ali 5 μm (slika 10) (22), (23), (26). 
 
Slika 9: Najbolj pogosta SF v kiralni kromatografiji 
 (tris-(3,5-dimetilfenil)karbamoil celuloza) 
Pri kiralni separaciji obstajata dve poti; direktna in indirektna pot. Kot smo že prej 
omenili imajo enantiomeri enake fizikalno-kemijske lastnosti, razlikujemo pa jih v razlikah 
v rotaciji polarizirane svetlobe. Dva enantiomera sta lahko ločena v kromatografskem 
sistemu le, če pri tem pride do razlike v distribucijski konstanti. Pri indirektni poti so 
enantiomeri najprej derivatizirani z optično aktivnim reagentom, pri čemer dobimo 
diastereomera, ki ju lahko ločimo s kolono brez kiralnega selektorja. Po ločbi pa odstranimo 
optično aktiven del, ki smo ga pripeli. Pri direktni poti so enantiomeri takoj injicirani v 
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kromatografski sistem. To lahko dosežemo če imamo kiralnost v kromatografskem sistemu 
(kiralno komponento). Lahko je v MF ali SF. Kiralni reagent prisotni v mobilnih fazah so 
bolj redki, več se pa srečujemo s kiralnim stacionarnimi fazami katera bo tudi igrala 
pomembno vlogo v tej magistrski nalogi. Stacionarne faze s silikagelom, celulozo ali 
metilakrilatom vsebujejo še nanje vezane kiralne molekule, kot so ciklodekstrini, antibiotiki, 
proteini in polisaharidi, ki zagotavljajo selektivnost. Primerna kiralna SF za uspešno ločbo 
je tista, pri kateri tvorijo molekule topljenca z njo močne interakcije, kar zaradi prostorske 
ureditve omogoča različne retencijske čase. Če so med molekulami topljenca interakcije 
pretežno disperzijske narave, mora biti takšna tudi SF (13), (24), (27). 
Najbolj pogosto uporabljena kromatografska metoda za enantiomerno ločitev je 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) ali plinska kromatografija (GC) z 
uporabo SF s kiralnim selektorjem. Pri tekočinski kromatografiji je možna tudi uporaba MF 
s kiralnim selektorjem. Stacionarne faze s kiralnim selektorjem se lahko pripravijo iz 
silikagela z reakcijo s kiralno molekulo, ločba pa temelji na različnih interakcijah 
posameznega enantiomera s SF s kiralnim selektorjem. Tako imenovano kiralno 
prepoznavanje temelji na intermolekularnih interakcijah (polarne/ionske interakcije, π-π 
interakcije, hidrofobne interakcije, vodikove vezi) (24), (29), (31).  
1.3.2 Polarimetrija  
Polarimetrija je najstarejša metoda določanja optične in enantiomerne čistote 
(optična ≠ enantiomerna). S pomočjo naprave, ki jo imenujemo polarimeter, merimo zasuk 
linearno polarizirane svetlobe pri prehodu skozi raztopino optično aktivne snovi (kiralna 
spojina). V primeru da eden enantiomer zasuče polarizirano svetlobo z odčitkom na 
polarimetru npr. -50º, bo nasproten enantiomer povzročil zasuk z nasprotnim predznakom, 
v skladu s tem +50º. Omejitve so homogenost vzorca (kiralne nečistote, mehanske nečistote), 
nizka specifična sučnost, napake v literaturi, odvisnost od koncentracije in temperature (ni 
nujno linearno). Optično sučnost podajamo praviloma kot specifičen zasuk [α] pri določeni 
valovni dolžini in temperaturi. Pri merjenju specifične rotacije podamo še koncentracijo 
spojine v g/100 mL in topilo, v katerem smo izvedli meritev, saj je specifičen zasuk odvisen 
tako od koncentracije kot od topila (33).  
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2. Načrt dela 
V eksperimentalnem delu se bomo ukvarjali z analitiko kiralnih spojin. Namen je 
ločiti in izolirati posamezne enantiomere. Na voljo bomo imeli dve sintetizirani spojini, ki 
sta bili sintetizirani na Katedri za farmacevtsko kemijo (spojina 1-PZZ-24 – sintetizirala 
Živa Zajec in spojina 2-PAS-17 – sintetizirala Anja Sinjur). Spojini 1 in 2 sta obetavna 
zaviralca InhA, obe imata kiralni center, zato predvidevamo, da obstaja razlika med 
posameznima enantiomeroma glede jakosti zaviranja encima.  
   
Slika 10: Levo je struktura spojine 1 in desno struktura spojine 2. 
Enantiomera obeh spojin bomo najprej poskusili ločili na manjši analitski koloni. Na 
voljo imamo tako reverznofazno kot normalnofazno kolono s kiralnim selektorjem pri čemer 
bomo preferenčno uporabili zadnjo. Potem ko bosta metodi dovolj optimizirani, ju bomo 
prenesli na semi-preparativno kolono. Po optimizaciji (koncentracije enantiomera, volumen 
injiciranja, pretok in sestava MF) bomo večkrat zbirali frakcije. Cilj je da izoliramo nekaj 
mg posameznega enantiomera. 
V drugem delu bomo za enantiomera spojine PZZ-24 in PAS-17 določili 
enantiomerni presežek in optično sučnost. Z UHPLC (reverznofazni način brez kiralnega 
selektorja) bomo naredili umeritveno krivuljo s standardom spojine in določili količino 
izoliranih enantiomerov.  
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 3.  Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Materiali, ki smo jih uporabljali (reagenti in topila), so bili kupljeni pri podjetjih Carlo Erba 
(Italija), Merck (Nemčija), Acros Organics (Belgija), Sigma Aldrich (ZDA). Vsa topila, ki 
smo jih uporabili na kromatografskem sistemu so bila primerna za gradientno elucijo. 
Spojine raztopljene v topilu smo pred injiciranjem v HPLC sistem filtrirali preko 0,22 μm 
filtra.  
3.2 Metode 
• Kromatografske metode 
➔ Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (High-performance liquid 
chromatography – HPLC):  
Agilent Technologies/HP 1100 series z UV/VIS detektorjem 
Za optimizacijo ločbe in analitiko smo uporabili kolono Kromasil Chiral 
CelluCoat 3 μm, 4.6×150 mm. Za semi-preparativno ločbo pa Kromasil 
CelluCoat 5 μm, 10×250 mm 
 
➔ UHPLC Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 -  z diode array detektorjem 
z reverznofazno kolono (xBridge C18, 3,5 µm, 4,6×150 mm) 
Risanje spojin PZZ-24 in PAS-17 
Uporabljali smo program ChemDraw Ultra 12 
Potrošni material: 
o injekcijske brizge s odgovarjajočimi filtri (velikost 0,22 μm) za filtriranje in pripravo 
vzorcev 
o pipete, čaše, steklenice in ostali laboratorijski pribor potreben za pripravo vzorcev in 
MF  
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4. Eksperimentalno delo – kiralna ločba  
 4.1 Ločevanje spojine 1 PZZ-24 ( 𝐈𝐂𝟓𝟎 1300µM) 
Začeli smo z ustreznim razvitjem metode. Najprej smo poiskali primerno metodo na analitski 
koloni. Glede na polarnost spojine smo z normalno-fazno kromatografijo na koloni Kromasil 
Chiral CelluCoat 3 μm preizkusili štiri različne kombinacije MF na osnovi heksana. Pri 
spreminjanju metode smo najprej injicirali slepo raztopino (EtOH). 
Tip kromatografije  normalnofazna  
Spojina  1 PZZ-24  
Kolona  Kromasil Chiral CelluCoat 3 μm 
4.6 × 150 mm  
Volumen injiciranja  10 μL  
Temperatura kolone  sobna  
Valovna dolžina  254 nm  
Pretok  1 ml/min  
Osnovna raztopina vzorca :  
1,02 mg spojine PZZ-24 smo natehtali na analitski tehtnici in raztopili v 1 ml etanola. Potem 
smo redčili tako, da smo 0,2 ml osnovne raztopine dodali 0,8 ml etanola in tako dobili 
koncentracijo 0,2 mg/ml. To raztopino smo filtrirali (velikost 0,22 μm) in injicirali v 
uravnotežen kromatografski sistem. Preizkusili smo 4 različne kombinacije topil: 
Preglednica I: Sestave posamezne metode uporabljene za ločitev spojine PZZ-24 
METODA 1 A: heksan – 90%   B:etanol – 10% 
METODA 2 A: heksan – 90%   B:izopropanol – 10% 
METODA 3 A: heksan – 90%   B: etanol – 5%  C: metanol – 5% 
METODA 4 A: heksan – 90%   B: izopropanol – 5%  C: metanol – 5% 
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METODA 1 
 
Slika 11: Kromatogram spojine: PZZ-24, c=0,2 mg/ml, MF: 90/10 Hex/ETOH, 𝑡𝑟 =5,975 
min 
Komentar: Pod zgoraj definiranimi pogoji z deležem MF A/B = 90/10 ločba ni bila uspešna. 
METODA 2 
Etanol smo zamenjali s manj polarno komponento izopropanolom. 
 
Slika 12: Kromatogram spojine: PZZ-24, c=0,2 mg/ml, MF: 90/10 Hex/iPr-OH,  𝑡𝑟1 =7.975 
min, 𝑡𝑟2=8,536 min, 𝑅𝑠= 1.2 
Komentar: Pri navedenih pogojih nam uspe delna ločba; vrhova sta delno ločena pri  𝑡𝑟1 = 7,975 
in 𝑡𝑟2 =8,536 min. Razlika med retencijskima časoma kromatografskih vrhov znaša 0,561 
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minute. S pomočjo enačbe za resolucijo smo dobili vrednost 1,2 kar še vedno nakazuje na 
nezadovoljivo ločbo. 
METODA 3 
Glede na proizvajalčeva navodila o ravnanju s kolono, je največji dovoljen delež metanola 
v kombinaciji s heksanom 5 %, saj se večji delež metanola ne meša s heksanom. Zato smo 
k mobilni fazi dodali še 5 % metanola. 
  
Slika 13: Kromatogram spojine: PZZ-24, c=0,2 mg/ml, MF: 90/5/5 Hex/ETOH/MeOH, 𝑡𝑟1 
=5,497 min, 𝑡𝑟2=5,743 min, 𝑅𝑠= 1.1 
Komentar: Dobili smo prenizko resolucijo, spojini pa se še vedno nista popolnoma ločevali.  
METODA 4 
Heksan kot osnova, 5-odstotni izopropanol s deležem 5-odstotnega metanola.  
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Slika 14: Kromatogram spojine: PZZ-24, c=0,2 mg/ml, MF: 90/5/5 Hex/IPr-OH/MeOH, , 
𝑡𝑟1 = 6,327 min, 𝑡𝑟2= 6,708 min, 𝑅𝑠= 1.3 
Komentar: Skoraj bi nam uspelo ločiti spojino PZZ-24. Izračunana vrednost resolucije je 
bila Rs = 1.3. 
Glede na preizkušene metode smo se odločili, da z METODO 2 poizkusimo na semi-
preparativni koloni. Pri teh pogojih se je spojina PZZ-24 skoraj ločila, spojina PAS-17 pa 
izkazovala najboljšo ločbo in retencijski čas (glej naprej). 
4.1.1 Semi-Preparativna kolona - Kromasil CelluCoat 5 μm 
(10×250 mm) 
Spojino 1 smo prenesli na kolono Kromasil CelluCoat 5 μm (10 × 250 mm).Izmed 
preskušanih MF smo najboljše rezultate na analitski koloni dobili pri uporabi MF Hex/iPrOH 
v razmerju 90/10 (METODA 2), zato jo uporabimo tudi na semi-preparativni koloni. Na tej 
koloni smo uporabili večji pretok in sicer 3 ml/min. 
METODA 2 ni bila najbolj optimalna, spojina se je eluirala zelo pozno, že po zaključku 
metode. Odločili smo se narediti gradientno ločbo, ta se sicer pri kiralnih ločbah ne 
uporablja, a so nas zanimali zgolj pogoji pri katerih se spojina eluira. 
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Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 0,7 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: gradientna metoda od 5 % EtOH do 30 % EtOH 
Pretok: 3 ml/min 
 
Slika 15: Kromatografija spojine PZZ-24 pri gradientni ločbi  
Z gradientno metodo pričakovano enantiomerov spojine PZZ-24  ne moremo ločiti vzorca 
PZZ-24, vendar smo dobili okvirne pogoje, pri katerih se spojina PZZ-24  eluira iz kolone 
V naslednjem poizkusu smo uporabili metodo z MF heksan/etanol v razmerju 80/20. 
Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 0,7 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/EtOH = 80/20 
Pretok: 3 ml/min 
23 
 
 
Slika 16: Kromatogram spojine: PZZ-24, c = 0,7 mg/ml, MF: 80/20 Hex/ETOH, 𝑡𝑟 =10,694 
min 
Potrdili smo da z MF hex/EtOH = 80/20 spojina eluira pri ugodnih retencijskih časih, 
pričakovano pa ločbe nismo dosegli. V naslednjem poizkusu smo poizkusili z mobilno fazo 
hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8. V tem primeru je prišlo do ločitve vrhov, a ne na bazni liniji. 
Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 1 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
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Slika 17: Kromatogram spojine: PZZ-24, c= 1,0 mg/ml, MF:84/8/8 Hex/IPr-OH/MeOH, , 𝑡𝑟1 = 
12,716 min,  𝑡𝑟2= 13,24 min,  𝑅𝑠= 0,84 
Glede na to, da nismo uspeli ločit spojine 1 na bazni linijo, smo se osredotočili na spojino 2 
pri kateri je bila ločba ugodnejša.  
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4.2 Ločevanje spojine 2 PAS 17 ( 𝐈𝐂𝟓𝟎 800 µM) 
Osnovna raztopina vzorca : 
Na podoben način kot pri spojini PZZ-24 smo 1,01 mg spojine PAS-17 raztopili v etanolu, 
redčili do koncentracije 0,2 mg/ml in potem injicirali v uravnotežen kromatografski sistem. 
Parametre ločbe smo skušali optimizirati s štirimi metodami, znanimi že od prej. 
Tip kromatografije  normalnofazna  
Spojina  2 PAS -17  
Kolona  Kromasil Chiral CelluCoat 3 μm 4.6 × 150 
mm  
Volumen injiciranja  10 μL  
Temperatura kolone  sobna  
Valovna dolžina  254 nm  
Pretok  1  ml/min  
  
  
  
 
Preglednica II: Sestava posamezne metode uporabljene za ločitev spojine PAS-17 
 
METODA 1 A: heksan – 90%   B:etanol – 10% 
METODA 2 A: heksan – 90%   B:izopropanol – 10% 
METODA 3 A: heksan – 90%   B: etanol – 5%  C: metanol – 5% 
METODA 4 A: heksan – 90%   B: izopropanol – 5%  C: metanol – 5% 
Iskanje optimalne metode za stereoselektivno ločbo smo začeli z METODO 1.  
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Slika 18: Kromatogram spojine: PAS-17, c=0,2 mg/ml, MF: 90/10 Hex/ETOH, 𝑡𝑟1 =7,246 
min, 𝑡𝑟2=8,461 min, 𝑅𝑠= 3,7 
Komentar: Ločba je uspela z zadovoljim retencijskim časom in dobro ločenima 
enantiomeroma  spojine PAS-17. Dobili smo najboljšo resolucijo doslej (Rs= 3,7). 
METODA 2  
Etanol smo zamenjali z manj polarno komponento izopropanolom. 
 
Slika 19: Kromatogram spojine: PAS-17, c=0,2 mg/ml, MF: 90/10 Hex/IPr-OH, 𝑡𝑟1 = 
12,858 min, 𝑡𝑟2= 16,4 min, 𝑅𝑠= 4,6 
Komentar: Metoda se je izkazala za optimalno glede na retencijski faktor, učinkovitost 
kolone in selektivnost kromatografskega sistema. 
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METODA 3  
 
 
Slika 20: Kromatogram spojine: PAS-17, c=0,2 mg/ml, MF: 90/5/5 Hex/ETOH/MeOH, 𝑡𝑟1 
= 6,883 min, 𝑡𝑟2= 9,338 min, 𝑅𝑠= 2,8 
METODA 4 
 
Slika 21: Kromatogram spojine: PAS-17, c = 0,2 mg/ml, MF: 90/5/5 Hex/IPr-OH/MeOH, 
𝑡𝑟1 = 8,017 min, 𝑡𝑟2= 9,338 min, 𝑅𝑠= 3,6 
Komentar: METODA 3 in METODA 4 sta tudi izkazovale ustrezno ločbo, iz tega sklepamo 
da je spojina PAS-17 tudi sama bolj primerna glede na medmolekulske interakcije s to 
specifično stacionarno fazo s kiralnim selektorjem.  
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Glede preizkušene metode, smo se odločili za prenos METODO 2 na semi-preparatinmo 
kolono. 
4.2.1 Semi-Preparativna kolona - Kromasil CelluCoat 5 μm (10 
× 250 mm) 
Spojino 2 smo injicirali na kolono Kromasil CelluCoat 5 μm (10 × 250 mm) Izmed 
preskušanih MF smo dobili najboljše rezultate na analitski koloni pri uporabi MF Hex/iPrOH v 
razmerju 90/10, zato smo jo uporabili tudi na semi-preparativni koloni. Na tej koloni smo 
uporabili večji pretok in sicer 3 ml/min. 
Z METODO 2 sta se vrha eluirala zelo pozno, že po zaključku metode, zato smo se odločili 
za gradientno ločbo in poiskati optimalno razmerje topil v MF . 
Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 0,7 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: gradientna metoda od 5 % EtOH do 30 % EtOH 
Pretok: 3 ml/min 
 
Slika 22: Kromatografija spojine PAS-17 pri gradientni ločbi  
V primeru spojine PAS-17 sta se posamezna enantiomera ločila celo pri gradientni eluciji. 
Glede na retencijski čas smo se nato odločili, da poizkusimo z MF heksan/etanol v razmerju 
80/20. 
Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 0,7 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/EtOH = 80/20 
29 
 
Pretok: 3 ml/min 
 
Slika 23: Kromatogram spojine: PAS-17, c = 0,7mg/ml, MF: 80/20 Hex/EtOH, 𝑡𝑟1 = 12,189 
min, 𝑡𝑟2= 13,936 min, 𝑅𝑠 = 2,2 
Glede na to, da ločba ni povsem idealna, sploh če upoštevamo, da bomo v naslednji stopnji 
povečali koncentracijo spojine PAS-17 in/ali volumen injiciranja, smo se odločili poizkusiti 
z MF Hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 s koncentracijo vzorca 1 mg/ml v EtOH. 
Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 1,0 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
 
Slika 24: Kromatogram spojine: PAS-17, c=1,0 mg/ml, MF: 84/8/8 Hex/IPr-OH/MeOH, 𝑡𝑟1 
= 15,585 min, 𝑡𝑟2= 18,002 min, 𝑅𝑠= 3,0 
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Bistvenega izboljšanja sicer ni bilo, a smo se vseeno odločili, da nadaljujemo z novo metodo, 
pri čemer smo postopoma povečali volumen injiciranja od 20 µl do 400 µl in pričeli s 
poskusnim zbiranjem frakcij. 
4.2.2 Zbiranje frakcij spojine 2 PAS-17 
Osnovna raztopina vzorca  
Natehtali smo 5,0 mg vzorca in ga raztopili v 1 ml etanola. Vsak analiziran vzorec smo s 
pomočjo injekcijskih brizg prečistili skozi filter (velikost 0,22 μm), napolnili v vialo in 
injicirali v sistem z namenom preverjanja metode in odziva kromatografskega sistema. 
Najprej smo poskusili z injiciranjem 20 μL (5 mg/ml) vzorca, kar pomeni, da pri 
posameznem injiciranju ločujemo 0,1 mg vzorca, pri pogojih, ki so se izkazali kot najboljši.  
Volumen injiciranja: 20 µl (koncentracija vzorca 5,04 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
 
Slika 25: Kromatogram spojine: PAS-17, c=1,0 mg/ml, MF: 84/8/8 Hex/IPr-OH/MeOH, 𝑡𝑟1 
= 16,076 min, 𝑡𝑟2= 18,525 min, 𝑅𝑠= 2,8  
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Volumen injiciranja: 100 µl (koncentracija vzorca 5,0 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 + zbiranje frakcij 
Pretok: 3 ml/min 
Slika 26: Zbiranje frakcij spojina PAS-17 - 100 µl 
 
Skupaj smo zbrali 0,50 mg spojine. Približno ≈ 0,25 posameznega enantiomera. 
Volumen injiciranja: 200 µl (koncentracija vzorca 5,0 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 + zbiranje frakcij 
Pretok: 3 ml/min 
Vrh tR (min) Širina (min) AUC 
(mAU*s) 
Višina 
(mAU) 
% AUC 
1 17,345 0,5931 47771,1 1342,4 49,454 
2 20,089 0,7203 48826,7 1129,8 50,546 
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Slika 27: Zbiranje frakcij spojina PAS-17 - 200 µl 
 
Skupaj smo zbrali 1,0 mg spojine. Približno ≈ 0,50 mg posameznega enantiomera. 
Volumen injiciranja: 300 µl (koncentracija vzorca 5,0 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 + zbiranje frakcij 
Pretok: 3 ml/min 
Slika 28: Zbiranje frakcij spojina PAS-17 - 300 µl 
Vrh tR (min) Širina (min) AUC 
(mAU*s) 
Višina 
(mAU) 
% AUC 
1 17,397 0,6825 67946,4 1659,4 50,718 
2 20,168 0,7758 66023,4 1418,3 49,282 
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Skupaj smo zbrali 1,5 mg spojine. Približno ≈ 0,75 mg posameznega enantiomera. 
Volumen injiciranja: 400 µl (koncentracija vzorca 5,1 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 + zbiranje frakcij 
Pretok: 3 ml/min 
 
 Slika 29: Zbiranje frakcij spojina PAS-17 - 400 µl 
 
 
Skupaj smo zbrali 2,0 mg spojine. Približno ≈ 1,0 posameznega enantiomera. 
Zbiranje frakcij smo tu zaključili, ker nam je zmanjkalo spojine PAS-17. Frakcije, ki 
ustrezajo prvemu in drugemu signalu, smo združili in uparili pod znižanim tlakom na 
rotavaporju. Po rotavapiranju smo hranili posamezne frakcije enantiomerov v 
zamrzovalniku. 
Vrh tR (min) Širina (min) AUC 
(mAU*s) 
Višina 
(mAU) 
% AUC 
1 16,97 0,7583 93864,9 2063 49,433 
2 19,591 0,8566 96017,7 1868,2 50,567 
Vrh tR (min) Širina (min) AUC 
(mAU*s) 
Višina 
(mAU) 
% AUC 
1 16,334 0,8975 114917,7 2134,1 49,512 
2 18,796 0,9733 117182,5 2006,7 50,488 
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Polarimetrija  
Posameznim enantiomerom smo želeli izmeriti optično sučnost. Vendar smo se glede 
na pridobljene količine posameznih enantiomerov odločili, da ne bomo merili optične 
sučnosti. Za zanesljivo meritev bi namreč potrebovali vsaj 1 ml spojine s koncentracijo 5 
mg/ml, česar seveda nismo imeli na voljo.  
Umeritvena krivulja 
Ker smo izolirali zelo malo posameznega enantiomera (okoli 4 mg), bi pri tehtanju 
rezulat imel precejšnjo napako. Zato smo se odločili, da posamezni enantiomer raztopimo v 
DMSO in odpipetiramo alikvot. Temu nato določimo koncentracijo glede na umeritveno 
krivuljo pripravljeno s standardom. Samo za določitev koncentracije ne potrebujemo kolone 
s kiralnim selektorjem, zato smo uporabili reverznofazno kolono xBridge C18 (3,5 µm, 4,6 
× 150 mm).  v razmerju MF acetonitril/voda v deležu 70/30 pri sobni temperaturi. Od vzorca 
spojine PAS-17 nam je preostalo samo še 1,03 mg spojine. To smo raztopili v 258 µl DMSO-
ja, tako da smo po redčenju pripravili določene koncentracije za umeritveno krivuljo (50, 
40, 30, 20, 10 µl do 1000 µl). Posamezne enatiomere smo (40×) redčili do koncentracije 0,1 
mg/ml in skupaj z preostalimi vzorci injicirali na reverznofazo kolono. 
  
Slika 30: Umeritvena krivulja za določanje posameznih določenih enantiomerov 
Z umeritveno krivuljo smo si pomagali izračunati približno koncentracijo enantiomerov. 
Izračunana posamezna koncentracija v DMSO za frakcijo F1 je bila 0,0785 mg/ml in za 
frakcijo F2 0,1018 mg/ml. Vrednosti smo potem upoštevali pri testiranju na encimu. 
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5. Rezultati in razprava 
Spojino PZZ-24  kljub uporabi različnih metod spojine uspeli ločiti. 
Preglednica III: Rezultati ločevanja posameznih enantiomerov in mase zbranih 
frakcij 
Spojina  Ločba na semi-preparativni koloni → 
Kromasil 5-CelluCoat 10 × 250 mm 
Mase zbranih enantiomerov  
Spojina 1 
PZZ-24 
Volumen injiciranja: 100 µl 
(koncentracija vzorca 1 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-
OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
 
Enantiomera se nista ločila, 
dobimo samo en 
kromatogramski vrh  
Spojina 2 
PAS-17   
Volumen injiciranja: 100 µl 
(koncentracija vzorca 1 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-
OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
 
Mase enantiomerov ki se 
eluirajo ; prvi vrh 
poimenujemo F1 in drugega 
F2.  
 
F1 = 3,896 mg 
F2 = 4,103 mg 
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5.1 Rezultati ločevanja in zbiranja enantiomerov spojine PAS-
17  
Preglednica IV: Količina zbranih posameznih frakcij glede na Volumen injiciranja 
Volumen 
injiciranja(ml) 
koncentracija spojine 
(mg/ml) 
teoretična količina 
zbrane frakcije 
Teoretična količina 
zbranega enantiomer 
0,05 5,04 0,252 0,126 
0,1 5,04 0,504 0,252 
0,15 5,04 0,756 0,378 
0,2 5,08 1,016 0,508 
0,25 5,08 1,27 0,635 
0,3 5,08 1,524 0,762 
0,35 5,1 1,785 0,893 
0,4 5,1 2,04 1,02 
    9,147 4,574 
 
    Navsezadnje smo zbrali 3,9 mg frakcije izoliranega enantiomera F1 in 4,1 mg 
izoliranega enantiomera F2. Torej glede na  približen izkoristek ; F1 ≈ 85,2 % , F2 ≈ 89,7%. 
Z zbiranjem bi lahko nadaljevali, a smo porabili vso količino spojine PAS-17. 
Čistoto posameznega zbranega enantiomera smo preverili z semi-preparativno 
kolono. V  uravnotežen sistem smo injicirali raztopine racemata in raztopini posameznih 
enantiomerov. Pri racematu imamo dva vrhova z rentencijskima časoma 16,882 in 19,502 
minute, pri posameznih enantiomerih pa samo enega. Poleg glavnih vrhov je prisotnih še 
nekaj manjših, ki se nahajajo pred glavnim vrhovom pri normalnofazni metodi, kar je tipično 
za produkte razpada, predvsem oksidacije. PAS-17 namreč vsebuje pirol, za katerega je 
znano, da spontano oksidira v prisotnosti kisika. Zato smo se zelo trudili, da smo izbranim 
frakcijam čim prej uparili topilo, bučko prepihali z argonom, bučko zatesnili in shranili v 
zamrzovalniku do testiranj. 
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RACEMAT 
Kolona: Kromasil CelluCoat 5 μm, 10×250 mm  
Volumen injiciranja: 20 µl (koncentracija vzorca 5,1 mg/ml v EtOH) 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
Slika 31: Racemat PAS-17 
Vrh tR (min) Širina (min) AUC (mAU*s) Višina (mAU) % AUC 
1 16,882 0,51 7506,8 245,3 50,484 
2 19,502 0,6022 7362,8 203,8 49,516 
 
Komentar: Mešanica enantiomerov v deležu F1 - 50,5 % in v deležu F2 - 49,5%. 
F1 posamezni enantiomer 
Kolona: Kromasil CelluCoat 5 μm, 10×250 mm  
Volumen injiciranja: 50 µl (koncentracija vzorca 1,03 mg/ml v EtOH)  
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
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Slika 32: F1 posamezni enantiomer (normalnofazna kolona)  
Vrh tR (min) Širina (min) AUC (mAU*s) Višina (mAU) % AUC 
1 16,851 0,5259 7221,9 197,3 97,4 
2 19,487 0,2717 192,1 8,4 2,6 
 
Komentar : Odčitan enantiomerni presežek F1 enantiomera nad F2 enantiomerom je 97,4%. 
Kolona: xBridge C18, 3,5 µm, 4,6×150 mm 
Volumen injiciranja: 10 µl (koncentracija vzorca 0,1mg/ml v DMSO)  
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, ACN/H2O = 70/30 
Pretok: 1 ml/min 
Slika 33: F1 posamezni enantiomer (reverznofazna kolona) 
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Komentar : Ločen samo en kromatografski vrh F1 (AUC 112,261 mAU*s). 
F2 posamezni enantiomer 
Kolona: Kromasil CelluCoat 5 μm, 10×250 mm  
Volumen injiciranja: 50 µl (koncentracija vzorca 1,03 mg/ml v EtOH) za obe frakciji 
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, hex/IPr-OH/MeOH = 84/8/8 
Pretok: 3 ml/min 
 
Slika 34: F2 posamezni enantiomer (normalnofazna kolona) 
 
Komentar : Odčitan enantiomerni presežek F2 enantiomera nad F1 enantiomerom je 95,9%. 
Kolona: xBridge C18, 3,5 µm, 4,6×150 mm 
Volumen injiciranja: 10 µl (koncentracija vzorca 0,1mg/ml v DMSO)  
Temperatura kolone: sobna 
Metoda: izokratska metoda, ACN/H2O = 70/30 
Pretok: 1 ml/min 
Vrh tR (min) Širina (min) AUC (mAU*s) Višina (mAU) % AUC 
1 16,871 0,4203 234,7 6,6 4,1 
2 19,473 0,485 5457,5 133,2 95,9 
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Slika 35: F2 posamezni enantiomer (reverznofazna kolona) 
Komentar : Ločen samo en kromatografski vrh F2 (AUC 87,717 mAU*s). 
Encimsko testiranje  
Potek encimske reakcije spremljamo z merjenjem absorbance. Natančneje 
spremljamo oksidacijo NADH pri 340 nm, pri encimski reakciji se namreč NADH porablja 
(nastaja NAD+), zato absorbanca pri 340 nm s časom pada. Z dodatkom zaviralca pride do 
spremembe v hitrosti padca absorbance s časom glede na negativno kontrolo. Po navodilih 
raziskovalke s Katedre za Farmacevtsko kemijo, Katarine Grabrijan, smo pripravili 10 mM 
raztopino posameznega enantiomera v DMSO. Raziskovalka je nato določila IC50 za 
posamezni enantiomer. 
 
F1: IC50 = 9,3 µM 
F2: IC50 = 18,7µM 
Glede na rezultate je jasno, da se v prvi frakciji nahaja aktivnejši zaviralec. Je pa zanimivo, 
da sta IC50 vrednosti posameznih enantiomerov višji kot vrednost za racemat. 
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5.2 Razprava  
Eden izmed načrtov dela je bilo določanje optične sučnosti z metodo polarimetrije, 
vendar smo izolirali premalo vsakega izmed enantiomerov, da bi lahko opravili omenjeno 
meritev. Tipična koncentracija za meritev zasuka je navadno 5 mg/ml, meritev bi lahko 
opravili tudi z 2,5 mg/ml, če bi spojina imela dovolj velik kot zasuka. Mi smo izolirali okoli 
4 mg posamezne spojine, kar pa je premalo za pripravo 1 ml raztopine s koncentracijo 5 
mg/ml. Posamezna enantiomera bomo poslali tudi na kristalizacijo z InhA in določitve 
strukture z difrakcijo rentgenskih žarkov. V primeru uspešne kristalizacije in določitve 
strukture encima z zaviralcem, bi poleg konformacije zaviralca v aktivnem mestu InhA, 
določili tudi absolutno konfiguracijo kiralnega centra. 
Veliko težavo je predstavljal prah, ki je bil prisoten v laboratoriju. Kljub temu, da 
smo viale kamor smo zbirali frakcije vedno očistili in sprali z EtOH in da zbiranje poteka v 
zaprtem sistemu, je bil po uparevanju v bučki praktično vedno prisoten tudi prah. Prah 
sestavljajo ostanki odpadle kože in las, vlakna tkanin in zemljina. Prah, ki izvira iz tkanin ali 
kože oz. las lahko vsebuje številne lipofilne snovi, ki se dobro raztapljajo v mešanici heksana 
in alkoholov, ki smo jih uporabili pri našem delu. Zaradi heterogene strukture teh nečistot, 
dolgoverižni ogljikovodiki in steroli, jih z analitskimi tehnikami težko zaznamo. Težava je 
še večja kadar čistimo zelo male količine neke snovi (malo spojine in veliko topila), zato ker 
v tem primeru nečistote predstavljajo znaten masni delež. Tedaj lahko lipofilne nečistote 
zaznano v 1H NMR spektru kot širok signal nedefinirane oblike s kemijskim premikom med 
0,5 in 1 ppm (pojavi se npr. po filtriraciji raztopine skozi kosem vate). Poleg tega glede na 
izkušnje tudi stacionarna faza odpušča snovi. V obeh primerih so te snovi najverjetneje zelo 
lipofilne in brez kromofora, zato jih ne zaznamo s HPLC. Kljub temu se predvsem pri 
kristaliničnih snoveh po kromatografski ločbi s prostimi očmi vidi, da niso povsem 
homogene. Zato smo količino izoliranih enantiomerov določili s UHPLC metodo, kjer je kot 
standard služila spojina, ki ni bila čiščena z normalnofazno kromatografijo. Pri tehtanju bi 
lahko naredili večjo napako, ker bi upoštevali še nečistote, ki smo jih vnesli s čiščenjem na 
normalnofazni koloni.  
Trdimo lahko, da smo zagotovo dobili naše enantiomere, saj smo na normalnofaznem 
kromatogramu pri vsakem posameznem enantiomeru dobili samo en kromatogramski odziv 
z enakim retencijskim časom kot pri posameznem vrhu racemata. To sklepamo tudi iz AUC 
(%) vrednosti ki so podobne vrednosti AUC(%) kromatograma racemata. Enantiomerni 
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presežek izračunan v kromatogramskem sistemu nakazuje na izredno uspešno izolacijo. 
Najprej smo  izmed dveh sintetiziranih spojin uspeli poiskati primerno metodo za ločitev. 
Spojina PAS-17 je zagotavljala primerno ločbo že na analitski koloni, za razliko od spojine 
PZZ-24. Na večji preparativni koloni smo lahko s pomočjo različnih MF modificirali deleže 
ustreznih topil in na tak način poiskali optimalno ločitev za zbiranje frakcij. Pri spojini PZZ-
24 bi bilo idealno poskusiti s kolono z drugačnim kiralnim selektorjem kot smo ga imeli mi. 
Namreč, če je ločba slaba pri relativno visokem k', je ne moremo izboljšati z majhnimi 
spremembami deležev posameznih komponent MF, ampak bistveno spremeniti mobilno 
fazo. Mi smo različne kombinacije mobilnih faz, ki so dovoljene za to kolono praktično 
izčrpali, zato je edina možnost zamenjava SF. Na voljo nam je bila še kolona z enako 
stacionarno fazo, a v reverznofaznem načinu ločbe. Z reverznofaznim načinom je kar nekaj 
dodatnih težav – zbrane frakcije bi morali liofilizirati in nato odstranit soli, ki so posledica 
uporabe pufra. Poleg tega je PZZ-24 relativno lipofilna in slabše topna v vodnem okolju. 
Zaradi teh razlogov in zaradi pomanjkanja časa, se za uporabo reverznofazne kolone nismo 
odločili. 
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Testiranje sintetiziranih spojin 
Preglednica V: Rezultati testiranja spojin na encimu InhA – IC50 vrednosti. 
Spojina Struktura IC50 (µM) 
1 
 
1,3 
2 
 
0,8 
F1  9,3 
F2  18,7 
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Rezultati testiranj na encimu so pokazali, da je enantiomer prisoten v F1 bolj aktiven 
kot enantiomer prisoten v F2, vendar sta oba manj aktivna kot racemat, kar je nepričakovano. 
S tem pojavom so se raziskovalci na encimu InhA že srečali, vendar so tedaj okrivili manjši 
delež aktivne spojine zaradi prisotnosti nečistot. Prisotnost slednjih zmanjša koncentracijo 
zaviralca, zato so IC50 vrednosti lahko višje kot pri spojini brez nečistot. To v našem primeru 
ne velja, saj smo koncentracijo v DMSO določili s UHPLC z racemnim standardom, ki ni 
bil čiščen z normalnofazno kromatografijo. Poleg tega je pri tem testu vedno prisotna 
kontrola, preizkušen zaviralec, ki pa je zavrl encim s pričakovano IC50 vrednostjo. Možno 
bi seveda bilo, da nečistote vplivajo na test tako, da je hitrost katalize večja. Pri prihodnjih 
eksperimentih bi bilo smiselno zbirati frakcije pred in po eluciji želenega enantiomera in 
testirat na encimskem testu tudi te. Le tako bi lahko zagotovo ugotovili vpliv nečistot na 
encimski test.   
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6. Sklep 
Tekom magistrske naloge smo poizkusili s semi-preparativno metodo HPLC izolirali 
posamezna enantiomera spojin PZZ-24 in PAS-17, ki sta obetavna zaviralca encima InhA. 
Oba zaviralca sta bila sintetizirana na Katedri za farmacevtsko kemijo. Najprej smo iskali in 
optimizirali metodo z analitsko kolono, nato pa smo najobetavnejšo metodo prenesli na 
semi-preparativno kolono in še tu izvedli optimizacijo.  Spojino PZZ-24 kljub številnim 
poskusom nismo uspeli ločiti, v nasprotju pa smo spojino PAS-17 uspešno ločili že na 
analitski koloni in nato metodo prenesli na semi-preparativno kolono. Glede na vse 
preizkušene pogoje, bi pri spojini PZZ-24 bilo najsmotrneje zamenjati tip stacionarnega 
selektorja, a drugih normalnofaznih kolon s kiralnim selektorjem nismo imeli na voljo. 
Zbranim frakcijam smo uparili topilo in jih raztopili v DMSO za določanje IC50. 
Posameznima enantiomeroma smo določili enantiomerni presežek, a zaradi premajhnih 
količin nismo določili specifične sučnosti. Natančno koncentracijo v DMSO smo določili z 
reverznofazno UHPLC metodo. Tako smo se izognili napaki, ki bi jo storili s tehtanjem, saj 
so lahko poleg spojine prisotne tudi nečistote. 
 Določene IC50, nakazujejo, da je F1 močnejši zaviralec kot F2, vendar sta oba slabša 
kot racemat, kar je nepričakovano. Najverjetneje gre za interakcijo med encimom, 
zaviralcem in nečistotami. Slednje bi bilo smiselno potrditi v prihodnosti z dodatnimi 
eksperimenti. Ne glede na to bosta oba enantiomera poslana še na kristalizacijo z InhA. V 
primeru uspešne kristalizacije in razrešitve kristalne strukture, bomo dobili tudi informacijo 
o absolutni konfiguraciji kiralnega centra pri posameznem enantiomeru.  
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